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(57) Abstract 

Use of porphine canonic derivative salts as 
gram-negative bacteria photosensitizers. These salts 
are of general formula (I) in which Rj, R2, R3, R* 
which are the same or different, are a hydrogen atom, a 
phenyl radical or a radical having one of the formulas 
(i) (ii), and (iii); X* is a monovalent anion with the 
proviso that one at least of the Rt, R2, R3 or R4 
radicals is a radical of formula (i) to (iii) except for 
Ri, R2, Ra and R4, which are the same and are the 
radical of formula (i). Contamination of the substrate 
can be reduced by treating the substrate with a salt of 
formula (I) and then subjecting it to light irradiation. 

(57) Abregl 

Utilisation comme agents photosensibilisants 
de bactenes de type gram-ndgatif, de sels de denves 
cationiques de porphine. Ces sels respondent a 
la formule gdndrale (1), dans laquelle Ri, R2, R3, 
R4, idenuques ou differents, reprdsentent un atome 
d'hydrogene, un radical phenyle ou un radical ayant 
1'une des formules (i), (ii), et (iii); X- rcprtsentant 
un anion monovalent sous rt serve que Tun au moins 
des radicaux Ri, R2, R3 ou R4 rcpresente Tun des 
radicaux de formule (i) a (iii) mais a l'exclusion de 
Ri, R2, R3 et R4 identiques et reprfsentant le radical 
de formule (i). En traitant un substrat avec un sel de 
formule (I), puis en le soumettant a une irradiation 
lumineuse, on peut rtduire la contamination de ce 
substrat. 
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Utilisation dc sels de derives cationigues dc porphine com me agents 
photosensibilisants de bacterics dc type gram-nggatif . 

La pr£sente invention a pour objet l'utilisation de sels de ddrivds cationiques de 
5 porphine comme agents photosensibilisants de bactdries de type gram-n6gatif. 

La photosensibilisation de difffrentes cibles a fait 1'objet de nombreuses 6tudes. 
Ainsi il a 6t6 d£crit dans Thotodynamic therapy of tumors and other diseases 
using porphyrins" Spikes, Lasers in Medical Science, vol. 2.3, 1987, l'utilisation 
d'Mmato- poiphyrine (Hp), c'est-fc-dire d'un derivd anionique de porphine substitu6 en 
10 positions 7 et 12 par un radical hydroxy&hyle, en 3, 8, 13 et 17 par un radical m6thyle et 
en 2 et 8 par un radical acide propionique pour photosensibiliser des cellules cancdrcuses. 
II a £galement et6 d6crit dans cet article, la possibility de photosensibiliser in vivo des 
virus et en particulier le virus de l'herpes k l'aide d'un derive anionique de porphine, la 
5,10,15,20 t6tra-(4-sulfonatoph6nyl) porphine (TPPS 4 ). La photosensibilisation de 
15 microorganismes procaryotes ou eucaryotes tels que des champignons, des levures et des 
bact&ies a egalement 6t€ envisages S'il est possible de photosensibiliser la plupart de ces 
microorganismes a l'aide de diffdrents agents photosensibilisants et en particulier de 
d6riv6s de porphine, les bact^ries de type gram-ndgatif s'averent toutefois totalement 
resistantes k cette photosensibilisation. 
20 Dans la mesurc oil la resistance de ces bactdries a ivi attribute k la structure 

particuliere de leur enveloppe, il a it€ envisage dans "Photodynamic inactivation of 
Gram-negative bacteria : problems and possible solutions" J. Photochem. Photobiol. B. 
Biol, 14, 1992, de recourir a un traitement prealable d'alteration de leur enveloppe a l'aide 
soit d'acide ethylenediaminetetraacetique (EDTA) ou d'un agent polycationique de 
25 disorganisation de la membrane en vue de rdussir k photosensibiliser ces bacteries de type 
gram-negatif. Ces traitements prealables d'altdration de l'enveloppe de chaque bactfcie de 
type gram-negatif que Ton souhaite photosensibiliser sont bien entendu difficiles k mettre 
en oeuvre et ceci particulierement k grande 6chelle et done peu xealisables en pratique. 

On a maintenant constate de fagon surprenante et inattendue qu'en utilisant une 
30 famille particuliere de sels de dirivds cationiques de porphine prcsentant une ou plusieurs 
substitutions en position(s) 5, 10, 15 et/ou 20 du noyau porphine, il 6tait possible de 
photosensibiliser des bactdries de type gram-n6gatif sans avoir rccours a un traitement 
prdalable particulier d'altdration de 1'enveloppe de ces bactfries. 

Par enveloppe, on entend selon Tinvention la structure externe bien connue des 
35 bact£ries de type gram-ndgatif et qui, de fa$on sch&natique, est constitute de la 

membrane cytoplasmique, d'un p€riplasme comprenant environ en son milieu une couche 
de mureine, d'une membrane externe form^e d'une bicouche de phospholipides et d'une 
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capsule formee csscntiellemcnt de lipopolysaccharides ct de lipoproteines. 

Panni les bacteries de ce type, on peut citer notammem celles appanenant a la 
famille des Enterobacteriaceae et notammem les bacteries des genres Escherichia telles 
que E.coli, Emerobacter telles que Exierogenes et Proteus tel que P.mirabilis, la famille 
des Pseudomonadaceae et en paniculier du genre Pseudomonas telles que Ps. aeruginosa, 
la famille des Vibrionaceae et en particulier du genre Vibrio telles que V .anguillarum. 

La pr&ente invention a done pour objet 1 'utilisation, comme agent 
photosensibilisant de bacteries de type gram-negatif, d'un sel de derive* cationique de 
porphine, substitue" en position 5, 10, 15, et/ou 20 du noyau porphine, repondant a la 
formule suivante : 



15 



20 



25 



30 



35 




(I) 



dans laquelle : 

Ri, R 2 , R3, R 4 , identiques ou diffdrents, representent un atome d'hydrogene, un 
radical phenyle ou un radical ayant Tune des formules suivames : 



(i) 



(ii) 



^ N+, X,et 



CH, 



(iii) 



(CH 3 ) 3 , X 



X* represcntar.t un anion monovalent, 

sous reserve que Tun au moins des radicaux R,, R 2 , R 3 ou R 4 reprcsente Tun 
des radicaux de formule (i) a (iii) ci-dessus mais a l'exclusion de R,, R 2 , R 3 et R 4 6tant 
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idcntiques et reprfsentant le radical de formulc (i). 

Par agent photoscnsibilisant de bacteries, on entend un agent ayant la capacity 
en association avec une irradiation lumineuse, de provoquer ou fayoriser la destruction des 
bacteries. 

5 Les sels de derives cationiques de porphine utilises selon l'invention absorbent 

des radiations de longueur d'onde comprise entre environ 340 nm et 650 nm et done en 
particulier & des radiations correspondant au visible dont V utilisation est particuliferement 
avantageuse dans la mesure ou celles-ci sont facilement disponibles, plnfetrcnt bien dans 
l'eau et ne sont pas mutagfcnes. 

10 Parmi les sels de derives cationiques de porphine de formule (I), on utilise de 

preference ceux pour lesquels, deux au moins des radicaux R lf R 2 , R3 ou R 4 rcprtsentent 
un radical ayant une des formules (i) h (iii) telles que dgfinies pr£c6demment. 

Selon un mode de realisation pr6f6r€, Tanion monovalent est notamment un 
anion halog^nure tel qu'un anion ioduie ou chlomre ou un tosylate. 

15 Parmi les sels de derives cationiques de porphine repondant & la formule (I) 

definie ci-dessus, on peut citer en particulier les iodures, chlorures et tosylates de 
5,10,15,20-tetra(3-N-methyl pyridinium) porphine de 5,10-[di(phenyl)]- 
15,20-[di(4-N-methyl pyridinium)]porphine, de 5,10,15,20-tetra (4-N-trimethyl 
anilinium)porphine etde 5,15,70-tri(4-m6thylpyridinium) 10-(ph6nyl)porphine. 

20 Les sels de derives cationiques de porphine utilises selon T invention sont des 

composes connus. 

Parmi ceux-ci, on peut citer notamment, le t6traiodure de 5,10, 15,20-t<tra(4-N- 
trimethyl anilinium)porphine commercialism sous la denomination de "Iodurc T 4 MAP", 
par les Soci6t€s Alpha Product et Mid Center, le tdtrachlorurc de 5,10,15,20-t6tra 
25 (3-N-m6thyl pyridinium)porphine commercialism sous la denomination de "Chlorure 
T 3 MPyP" par la Societe Mid Center, le t6trachlorure de 5,10-[di(ph6nyl)]-15,20- 
[di(4-N-m6thyl pyridinium)] porphine commercialism sous la denomination de "Chlorure 
D 2 PhD 2 MPyP" par la Societe Mid Center et le tritosylate de 5,15,20-tri(4-N-m6thyl 
pyridinium) 10-(phenyl) porphine commercialise sous la denomination de "Tosylate 
30 T 3 MPyPhP". 

On peut egalement utiliser les sels de derives cationiques de porphine tels que 
definis piecedemment comme agents photosensibilisants de bacteries de type gram-positif, 
de virus ou de cellules eucaryotes telles que des levures. 

S f il est possible selon Tinvention d'utiliser directement les sels de derives 
35 cationiques de porphine, il est egalement possible de les utiliser aprfcs immobilisation sur 
un support solide, par exemple par etablissement d'une liaison covalente par 
rintermediaire de groupes reactifs presents sur le suppon solide, ou par rintermediaire 



WO 96/05862 PCI7FR95/01096 



<Tun bras espaceur, selon les methodes connucs dc V6m dc la technique. 

Selon IMnvenrion, ce type de fixation peut etre notamment envisage lorsque Tun 

au moins et trois au plus des radicaux R x k R 4 repr€sente un radical p-anilino et lorsque le 

support solide est porteur de fonctions acides carboxyliques. 
5 Le derive de porphine dont Tun au moins et trois au plus des radicaux R x k ^ 

reprtsente un radical de formule (iii) est alors fixe sur le support par Tintennddiairc d'au 

moins une fonction amide. 

D'autres methodes de fixation de derives de porphine sur des supports solides 

sont possibles par Tinterm^diaire de groupes reactifs susceptibles d'etre introduits soit sur 
10 les noyaux pyrroles soit sur Tun au moins des substituants R, k R 4 et ceci en fonction de la 

nature des groupes rdactifs pr6sents sur le support solide. 

Comme supports soiides porteurs de fonctions acides carboxyliques, on peut 

notamment citer les risines vendues sous les denomination de "Amberlite IRC50"®, 

"Ionac CGC-270"®, "Rexyn 102 H ® et Termulit H 70"®. 
15 Ces supports peuvent se presenter sous differentes formes telles que des 

plaques, poreuses ou non, des billes de differents diametres ou sous toutes autres formes 

particulaires. 

Les sels de derives cationiques de porphine peuvent etre egalement fix6s k un 

recipient laissant passer la lumiere, et ainsi etre avantageusement utilises en tant qu'agent 
20 conservateur de differentes compositions contenues dans ledit recipient, la composition 

aprfes preiivement etant k la fois exempte de toute contamination, en particulier par des 

bacteries de type gram-negatif mais egalement de sels de derives cationiques de porphine. 
Selon un autre mode de realisation particulier de Tinvention, on utilise les sels 

de derives cationiques de porphine tels que definis prec6demment pour la preparation 
25 d'une composition thdrapeutique destinee a traiter des infections compitnant ou 

susceptibles de comprendre des bacteries de type gram-negatif. 

Parmi les infections comprenant des bacteries de type gram-negatif, on peut 

citer notamment des affections genitales impliquam notamment E.coli et des affections 

dermatologiques telles que celles provoqu6es par Ps. aeruginosa. 
30 Par infection susceptible de comprendre des bacteries de type gram-negatif, on 

entend toute infection dans laquelle la presence de bacteries de type gram-negatif peut etre 

raisonnablemem suspectee. 

Dans la mesure ou les sels de derives cationiques de porphine tels que definis 

preeddemment photosensibilisent egalement des bacteries de type gram-positif, la 
35 composition therapeutique ainsi obtenue presente un large spectre d'action. Cette 

composition peut etre utilisee de fa?on particulierement avantageuse pour traiter des 

infections dont les agents infectieux sont devenus resistants aux traitements classiques et 
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en particulier aux antibiotiques. 

Cette composition thdrapeutique peut etre administrde par voie interne, entgrale 
ou parentdrale, ou par voie externe. Cependant, elle est de pr6f6rence administree par voie 
externe. 

S Selon cette dernifcre, les sels de d£riv£s cationiques de porphine tels que dtfinis 

prfcddemment sont g6 ndralement appliques en une quantitd comprise entrc environ 
1 jig/cm 2 k 300 *ig/cm 2 de tissus k traiter et de preference comprise entre 10 et 40 jig/cm 2 . 

Les compositions th6rapeutiques contiennent dans un vghicule 
pharmaceutiquement acceptable les sels de d£riv£s cationiques de porphine selon 
10 Tinvention en une quantite suffisante pour Tapplication recherch6e. 

Parmi ceux-ci, on utilise avantageusement dans les compositions k application 
topique, des solvants qui ont la particularity de ne penetrer que dans l'epiderme. 

Comme solvants prdsentant cette caracteristique, on peut notammeht citer le 
dimethyl sulfoxide (DMSO), les solutions hydroalcooliques composees d'un mdlange 
15 d'dthanol et d'eau dans un rapport volume k volume compris entrc 9 : 1 et 6 : 4 et les 

solutions de propylene carbonates stabilises par des lysines d'hydroxypropylcellulose. 

On peut 6galement utiliser une composition k application topique 
commercialism sous la d6nomination d'"azone"® par la Soci6t6 O.R.D. Inc. 

Les compositions therapeutiques a application topique peuvent notamment se 
20 presenter sous forme de dispersions aqueuses de liposomes contenant au sein de leur 

couche lipidique les sels de ddrivds cationiques de porphine tels que dlfinis pr6c6demment 
ou bien encore se presenter sous forme de solutions de sels de d6rives cationiques de 
poiphines. 

Dans la mesuie ou la destruction de V agent infectieux requiert la presence de 
25 lumfcre, le site d' action de la composition therapeutique comprenant les sels de derives 
cationiques de porphine tels que d£finis pr6c6demment, est essentiellement localise k la 
partie superficielle de Tindividu k traiter. Toutefois, les sels de derives cationiques de 
porphine selon Tinvention sensibilisent leur cible notamment k des radiations de longueur 
d'onde de l'ordre de 650 nm, ces derni&res prdsentant un coefficient de p6n6tration dans 
30 les tissus de mammiffcre itlativement 61ev£s. L'6nergie rdsiduelle, k deux centimetres de 
la surface de la peau, 6tant suffisante pour obtenir l'effet rtcherchf, il est done possible de 
traiter des sites situds k cette profondeur. II suffit alors pour Tobtention de Teffet 
recherchd d*6clairer la zone k traiter. 

II est 6galement possible d'6clairer la zone k traiter k Taide de fibres optiques, 
35 Ceci peut etre notamment utilisl pour le traitement des muqueuses vaginales ainsi que des 
muqueuses pulmonaircs. 

On applique la composition sur le tissu k traiter puis, irradie six heures aprfes la 
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zone a trailer par de la lumiere de longueur d'onde comprise entrc 550 et 650 nm a raison 
d'environ 180 m watts/cm 2 pour une dose totale de l'ordre de 100 joules/cm 2 . 

L'irradiation par des longueurs d'onde comprises entrc 550 et 650 nm conferc 
au traitement a l'aide des compositions therapeutiques telles que definies precedemment 
5 une innocuitf particulierement satisfaisante. En effet, ces longueurs d'onde ne sont pas 
absorbees par les cellules de 1'epiderme et ne prtsentent done pas de toxicit< vis-a-vis de 
celles-ci. 

La presente invention a dgalement pour objet un proceed de reduction de la 
contamination, notamment de la contamination bactenenne, d'un substrat comprenant les 
10 Stapes consistant a : 

(i) mettre ledit substrat en presence d'une quantity efficace d'au moins un sel 
de derive cationique de pbrphine tel que ddfini precedemment, et 

(ii) soumettrc ledit substrat a de la lumiere de longueur d'onde comprise entrc 
340 et 650 nm. 

!5 S'il est souhaitable dans le precede tel que decrit precedemment que les sels de 

derives cationiques de porphine soient presents lorsque le substrat est soumis a la lumiere, 
il n'est toutefois pas nicessaire que chaque contaminant dont on souhaite la destruction 
soit en contact direct avec un sel de derive cationique de porphine. 

La distance entre un contaminant que Ton souhaite photosensibiliser et un sel 
20 de derive" cationique de porphine est generalement inferieure ou 6gale a 2 mm et de 
preference inferieure a 1 mm. 

Par quantity efficace, on emend une quantity capable de require le taux de 
contamination du substrat traite en-dessous d'un seuil predetermine. Cette quantite peut 
etrc d^terminee dans chaque cas par des experiences de routine. Cette quantity depend 
25 evidemment du volume de substrat a trailer lorsque celui-ci est liquide ou gazeux, ou de la 
surface de substrat a trailer lorsque celui-ci est solide. Par exemple, pour des substrats 
liquides ou gazeux, on utilise une quantite generalement superieure a 1 ng/ml et en 
particulier superieure a 10 ug/ml. 

Pour des substrats solides, on utilise generalement une quantity superieure 
30 a 10 ng/cm 2 et en particulier superieure a 20 ug/cm 2 . 

De preference, pour mettre en oeuvre le precede de l'invention, on met en 
contact le substrat a trailer avec 1'agent photosensibilisant, pendant un temps suffisant qui 
peut etre determine dans chaque cas par des experiences de routine. 

Le temps durant lequel le substrat est mis en presence d'au moins un sel de 
35 derive cationique de porphine dans 1'etape (i) est generalement compris entre 2 minutes et 
60 minutes et de preference superieur ou egal a environ 5 minutes. Cette etape est realise* 
de preference en absence de lumiere. 
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Lc temps durant lequcl le substrat contenant les sels de derives cationiques de 
porphine est expose k la lumiere selon retape (ii) est gdndralement superieur ou 6gal k 
environ 15 minutes et de preference superieur ou egal k environ 30 minutes. 

Toutefois, celui-ci peut etre module en fonction de Fintensite de la lumiere k 
5 laquelle est soumis le substrat 

Comme source lumineuse, on peut utiliser toute source lumineuse 6mettam & au 
moins une longueur d'onde comprise entre 340 et 650 nm. Bien entendu, la lumifcrc 
uulis6e peut etre complexe et comprendre diffgrentes radiations de longueurs d'onde 
comprises dans Tintervalle defini prdeddemment mais peut ggalement comprendre des 
10 radiations de longueur d'onde inferieurc k 340 nm ou supdrieure k 650 nm, celles-ci 

n'etam dvidemment pas ou peu absorbdes par les sels de derives cationiques de poiphihe. 
On utilise notamment une lumiere blanche et en particulier de la lumiere naturelle. 

Selon un mode de realisation particulier du procede de reduction de la 
contamination d'un substrat tel que defini precedemment, les sels de derives cationiques 
15 de porphine utilises dans la premiere etape, e'est-fc-dire 1'etape (i), sont sous forme 

immobilisee sur un support solide. On peut ainsi facilement sdparer ensuite le substrat 
d6contamin£ du support solide et rdutiliser ce dernier dans un nouveau cycle de 
decontamination. 

Les substrats pouvant etre traites par le procede tel que ddfini precedemment, 
20 peuvent etre tout produit (ou melange de produits) liquide, gazeux ou solide susceptible 

d'etre contamine, notamment par des bactdries de type gram-negatif. 

Parmi les substrats solides, on peut citer par exemple des recipients et en 

particulier ceux constitues par un matdriau thermosensible. La premiere etape du procede 

de decontamination de ce type de substrat peut etre realis6e par immersion dans une 
25 suspension de sels de derives cationiques de porphine tels que definis precedemment ou 

par contact avec un support solide sur lequel sont immobilises des sels de derives 

cationiques de porphine tels que definis precedemment. 

Parmi les substrats liquides, on peut citer diverses solutions et dispersions, de 

viscosite variable, ainsi que de 1'eau. La premiere etape du procede de decontamination de 
30 type de substrat peut etre rdalisee par addition des sels de derives cationiques de 

porphine tels que definis precedemment ou par immersion d'un support solide sur lequel 

sont immobilises des sels de derives cationiques de porphine tels que definis 

precedemment. 

Par le procede tel que decrit precedemment, on peut ainsi reduire la 
35 contamination de 1'eau utilises en aquaculture, de 1'eau de piscine, mais egalement 
decontaminer des effluents industriels et meme obtenir de 1'eau potable. 

La mise en oeuvre du procede tel que decrit precedemment est generalement 
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rfalisde cn circuit ferine, ce circuit comprcnant une pompe, des filtres mccaniques tel que 
des tamis ou du sable permettant d'eliminer les matieres volumineuses en suspension, des 
resines sur lesquelles sont fixes les sels de derives cationiques de porphine tels que definis 
precedemment et des lampes. 

La premiere etape du precede de decontamination, dans le cas d'un substrat de 
type gazeux peut etre notamment rfalisee par la mise en presence de ce substrat avec des 
sels de denves cationiques de porphine immobilises tels que definis precedemment. Scion 
un mode de realisation particulier, le substrat gazeux est mis en presence de sels de 
derives cationiques de porphine dans un recipient clos. Selon un autre mode de realisation, 
on fait circuler le gaz a traiter de facon qu'il vienne au contact d'un support solide sur 
lequel sont immobilises les sels de derives cationiques de porphine. 
Les exemples suivants illustrent l'invention. 
Dans ceux-ci les abreviations suivantes ont pour signification : 

T 3 MPyPhP = tritosylate de 5,15,20-tri(4-N-methyl pyridinium)- 
15 10-(phenyl)porphine 

T 4 MAP = tetraiodure de 5,10,15,20-tetra(4-N-trimethyl anilinium)porphine 
Hp = hematopoiphyrine 

TPPS 4 m 5,10,15,20-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine 

20 EXEMPLE 1 ; Effet de V irradiation pgr de la lumiere visible aprex 

photosensibilisation par T,MPyPhP 

A 10 ml d'un tampon phosphate salin (PBS), contenant 10 7 cellules/ml d'E.co/t, 
on ajoute 100 ug de T 3 MPyPhP. Le melange ainsi obtenu est incube a l'obscurite a 
25 temperature ambiante pendant 5 minutes. 

On effectue alors sur la suspension une premiere mesure du pourcentage de 
cellules survivantes par preievement de 200 ul de la suspension, eventuellement dilution 
puis etalement de 50 ul de la suspension ou de Tune de ses dilutions, sur un mUieu nutritif 
approprie sterile de type BHI (commercialise par la Societe Difco) + agar 1 £ %, 
30 incubation a 37°C pendant 24 heures puis denombrement des colonies formees. 

Selon le meme mode operatoire que decrit precedemment, on realise egalement 
des suspensions de Eseriolicida, de V .anguillarum dans un tampon salin a 2 % de NaCl 
que Ton incube a temperature ambiante pendant 5 minutes. 

Selon le meme mode operatoire que decrit precedemment, on effectue 
35 egalement une premi&re mesure du pourcentage de cellules survivantes, le milieu de 

culture etant toutefois suppiemente en NaCl (1,5 %) et l'incubation ayant lieu a 20°C au 
lieu de 37°C. 
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D'autre pan, chaque suspension, niaintenue k la temperature utilisde pour 
Tincubation, est irradi6e par de la lumiere visible (8 mwatts/crn 2 ) k Taide de 4 lampes au 
tungstene 250 w de type Osram, c'est-&-dire emettant k des longueurs d'onde comprises 
entre 380 nm et 800 nm. 

5 Le pourcentage de cellules survivantes mesure selon le meme mode operatoire 

que d6crit prtfcddemment, est determine aprfes 1, 15 et 30 minutes d'irradiation. 
Les rdsultats obtenus sont presents dans la figure 1. 

On constate done d'aprfes la figure 1 que Tincubation en presence de T 3 MPyPhP 
suivie d'une irradiation par de la lumifere visible r£duit le pourcentage de cellules 

10 survivantes que ce soit pour des bacteries de type gram-negatif comme le montrent les 

courbes obtenues sur des suspensions de V.anguillarum et E.coli, ou pour des bacteries de 
type gram positif comme le montre la courbe obtenue sur une suspension de E.seriolicida. 

Des essais parallfcles ont 6x6 realises selon un mode operatoire analogue a celui 
dfcrit pr6cedemmem mais sans irradiation des suspensions par la lumiere visible. Aucun 

15 effet cytotoxique n'a pu etre d6tect6 tant sur les suspensions de bacteries de type gram 

positif (Eseriolicida) que sur les suspensions de bacteries de type gram-negatif (Exoli et 
V.anguillarum) 

La reduction du pourcentage de cellules survivantes observ6e risulte par 
consdquent d'une photosensibilisation. 

20 

EXEMPLE 2 : Effet de V irradiation par de la lumiire visible apris 
photosensibilisation par TMAP 

Selon le meme mode operatoire que decrit k Texemple U on a mis en evidence 
25 la photosensibilisation de bacteries de type gram-negatif {V.anguillarum) et de bacteries 
de type gram positif (E.seriolicida) par T 4 M AP. 

Les resultats sont prdsentes dans la figure 2. 

On constate selon la figure 2 que Tincubation en presence de T 4 MAP suivie 
d'une irradiation par de la lumifere visible reduit le pourcentage de cellules survivantes, 
30 que les bacteries soient de type gram-negatif ou qu'elles soient de type gram positif. 

T 4 MAP photosensibilise done les bacteries de type gram positif et de type 
gram-negatif. 
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EXEMPLE 3 : Comnaratifs 

Selon le meme mode op&atoire que decrit k Texemple 1, on a realist des 
experiences de photosensibilisation a l'aide de TPPS 4 commercialism sous cette 
5 denomination par la Soctetd Mid Center (figure 3) et de Hp commercialise sous la 

denomination de "Hematoporphyrine IX dihydrochlorurc"® par les Societes Mid Center et 
Alpha Product (figure 4). 

Selon la figure 3, on constate que lorsqu'on incube une suspension de E.coli en 
presence de TPPS 4 , le pourcentage de cellules survivantes apifcs irradiation reste constant 
10 tandis que l'incubation d'une suspension de Eseriolicida en presence de TPPS 4 entraine 
aprts irradiation une diminution du pourcentage de cellules survivantes. 

TPPS 4 qui est un derive anionique de porphine ne photosensibilise done que des 
bacteries de type gram positif. 

De meme, selon la figure 4, on constate que l'incubation en presence de Hp 
15 suivie d'une irradiation par de la lumiere visible entraine une diminution du pourcentage 
de cellules survivantes dans une suspension de Eseriolicida (gram positif), tandis que le 
pourcentage de cellules survivantes mesunS k partir d'une suspension de V.anguillarum 
(gram-negatif) ne prfsente aucune diminution. 

Hp qui est un derive anionique de porphine subs time en positions 7 et 12 par un 
20 radical hydroxyethyle, en 3, 8, 1 3 et 17 par un radical methyle et en 2 et 8 par un radical 
acide propionique ne photosensibilise done que des bacteries de type gram positif. 

II apparait done que seuls les sels de derives cationiques de porphine substimes 
en position 5, 10, 15 et/ou 20 selon T invention sont capables de photosensibiliser non 
seulement des bacteries de type gram positif, mais egalement des bacteries de type 
25 gram-negatif. 



30 



35 



WO 96/05862 



-11- 



PCTVFR95/01096 



EXEMPLE 4 : Effet de V irradiation par de la lumiire visible sur diffirenres souches 
bactiriennes incubies en presence de diffirents dirivis de porphine 

1) Bact£ries de type gram positif : 

5 

a) E.seriolicida 

A 10 ml d'une solution de NaCl 2 % contenant 10 7 cellules/ml de E.seriolicida, 
on ajoute, k temperature ambiante 100 \ig de T 3 MPyPhP. Aprfes une incubation k 

10 Tobscuritd, k temperature ambiante, pendant 5 minutes, on irradie a 20°C pendant 30 
minutes la suspension par de la lumiere visible (8 mwatts/cm 2 ) k Taide de 4 lampes au 
tungstene, 250 w de type Osram, c'est-a-dire emettant k des longueurs d'onde comprises 
entre 380 nm et 800 nm. On mesure alors le pourcentage de cellules survivantes selon le 
mode op6ratoire d6crit k Texemple 1. 

15 Selon le meme mode opdratoire que decrit pr6c6demment, on incube des 

suspensions de E.seriolicida en presence de Hp, T 4 MAP ou de TPPS 4 . Ces suspensions 
sont ensuite iiradides. 

b) S.epidermidis 

20 

A 10 ml d'un tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 
S.epidermidis, on ajoute, k temperature ambiante, 100 \ig de T 3 MPyPhP. Apres incubation 
k Tobscuritd, a temperature ambiante, pendant 5 minutes, on irradie k 37°C pendant 30 
minutes, la suspension par de la lumiere visible b(8 mwatts/cm 2 ) k Paide de 4 lampes au 
25 tungstene, 250 w, de type Osram. On effectue alors une mesure du pourcentage de cellules 
survivantes selon le meme mode op^ratoire que decrit a Texemple 1. 

2) Bactfries de type gram-n£gatif : 

30 a) V.ansuillarum 

A 10 ml d'une solution de NaCl 2 % contenant 10 7 cellules/ml de 
VAnguillarum, k temperature ambiante, on ajoute 100 ^g de T 3 MPyPhP, puis incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes k Tobscuritd k temperature ambiante. On 
35 irradie alors pendant 30 minutes la suspension, k 20°C, par de la lumiere visible 

(8 mwatts/cm 2 ) k l'aide de 4 lampes au tungstene, 250 w, de type Osram, c'est-i-dire 
emettant k des longueurs d'onde comprises entTe 380 nm et 800 nm. On mesure alors le 
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pourcentage de cellules survivantes selon le mode operatoire decrit a 1'exemple 1. 

Selon le meme mode operatoire que decrit prec&iemment, on evalue egalement 
la photosensibilisadon de suspensions de V.anguillarum en presence soil de T 4 MAP soil 
deTPPS 4 . 

5 En ° utre « on * tu <"e egalement la photosensibilisadon d'une suspension de 

V.anguillarum ayant subi un pretraitement par du CaCl 2 puis incubation en presence de 
Hp. Pour ce faire, a 10 ml d'une solution CaCl 2 , contenant 10 7 cellules/ml de 
VMnguillarum, incubee a 20°C pendant 1 heure, on ajoute 100 u.g de Hp. Puis on incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurite\ l'irradie selon le mode 

10 operatoire decrit a 1'exemple 1. 

b) Exoli 

A 10 ml d'une solution de tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 
15 Exoli, a temperature ambiante, on ajoute 100 ug de T 3 MPyPhP, puis incube la suspension 
ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurite. On irradie alors la suspension, a 37°C 
pendant 30 minutes, par de la lumiere visible (8 mwatts/cm 2 ) a I'aide de 4 lampes au 
tungstene, 250 w, de type Osram. On mesure alors le pourcentage de cellules survivantes 
selon le mode operatoire decrit a 1'exemple 1. 
20 Selon le mod e operatoire decrit preeddemment, on lvalue egalement la 

photosensibilisation d'une suspension de Exoli en presence de TPPS 4 . 

c) E.aerosenes 

25 A 10 ml d ' une solution de tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 

E.aerogenes, on ajoute a temperature ambiante 100 ug de T 4 MAP, puis incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurit*. On irradie alors pendant 30 
minutes la suspension, a 37°C, par de la lumiere visible (8 mwatts/cm 2 ) a I'aide de 4 
lampes au tungstene, 250 w, de type Osram. On mesure alors le pourcentage de cellules 

30 survivantes selon le mode opdratoire decrit a 1 'exemple 1 . 

d) Pjnirabilis 

A 10 ml d'une solution de tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 
Pjnirabilis, a temperature ambiante, on ajoute 100 ug de T 4 MAP, puis incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurite\ On irradie alors pendant 30 
minutes la suspension, a 37°C, par de la lumiere visible (8 mwatts/cm 2 ) a I'aide de 4 
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lampes au tungstene, 250 w, dc type Osram. On mesurc alors le pourccntagc de cellules 
survivantes selon le mode op^ratoire ddcrit & Texemple 1. 

Les rdsultats sont presentds dans le tableau 1 ci-dessous. 

5 TABLEAU 1 

Pourcentage de bactiries survivantes aprfes 30 minutes d'irradiation 
par de la lumiere visible, en presence de clivers agents 
photosensibilisants (10 \ig/m\) 

10 



Derives de porphine • 


Hp 

10 jig/ml 


TPPS 4 
10 ng/ml 


T4MAP 
10 Mg/ml 


TjMPyPhP 
lOng/ml 


Gram + 


E.seriolicida 


10 * 


10 - 3 


10 - 7 


4.10 * 3 (10 mn) 


S.agalactiae 






10 




S.epiderniidis 










Gram - 


V.anguUlarum 


** 10 


> 10 


I 


10* 


E.coli 




> 10 


• 


10 * 


Raerogenes 






10^ 




Rmirabiiis 






1 





20 ** pr&raitement par incubation en presence de CaCl* 

D'apres le tableau ci-dessus, on constate done que quelque soit le d£riv6 de 
porphine utilisd, Tincubation d'une suspension de bacterie de type gram positif avec Tun 
de ces derivds, suivie d'une irradiation par de la lumiere visible entraine une diminution 
25 importante du pourcentage de cellules survivantes. 

Par contre, lorsque les souches bactdriennes test6es sont de type gram-n6gatif, 
seules les sels de d6riv6s cationiques de porphine selon Tinvention permettent d'obtenir 
aprfcs irradiation un pourcentage de cellules survivantes infSrieur & 10 %. On peut 
d'ailleurs noter que lorsque les bactSries de type gram-n^gatif ont 6t6 pr6trait6es par du 
30 CaCl 2 , incubees en presence de Hp, puis irradiees par de la lumifere visible, le pourcentage 
de cellules survivantes est encore de 10 %. 

II apparait done que seuls les sels de d6riv6s cationiques de porphine selon 
Tinvention photosensibilisent efficacement les bact&ies de type gram-n6gatif. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation comme agent photosensibilisant de bacteries dc type gram-negatif, 
d'un scl de derive cationique de porphine repondant a la formule generate suivante : 



10 



15 



20 



25 



30 



35 




(D 



dans laquelle : 

Rl, R 2 , R3, R 4 , identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene, un 
radical phenyle ou un radical ayant Tune des formules suivantes : 



0) -^~~\u:h 3 , 

V — 



x- 



N+, X.et 



CH, 



(ui) 



(CH 3 ) 3 , X- 



X' representant un anion monovalent, 

sous reserve que Tun au moins des radicaux R, t R 2 , R 3 ou R4 reprtsente l'un 
des radicaux de formule (i) a (iii) mais a l'exclusion de R lt R 2 , R 3 et R4 etant identiques et 
representant le radical de formule (i). 

2. Utilisation selon la revendication 1, caractensee par le fait qu'au moins deux 
des radicaux R, t R 2 , R 3 et R 4 representent un des radicaux de formule (i) a (iii) telle que 
deTinie dans la revendication 1. 
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3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caract6risee par le fait que ledit 
anion monovalent est un anion halogenure, choisi parmi un anion iodurc ou chlorure ou un 
anion tosylate. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr€c6dentes, 

5 caracteris£e par le fait que ledit sel de derive cationique de porphine de formule (I) est 

choisi parmi les iodures, chlonires ou tosylates de 5,10, 15,20-tetra (3N-m6thyl 
pyridinium) porphine, de 15,20-[di(phenyl)]- 5,10-[di(4N-m€thyl pyridinium)] porphine 
de 5,10,15,20-t6tra(4N-trim6thyl anilinium)porphine et de 5,15,20-tri(4-methyl 
pyridinium) 10-(ph6nyl)porphine. 

10 5. Utilisation selon Tune quelconque des revendication prtcddentes, 

caracterisee par le fait que ledit sel de derive cationique de porphine est egalement un 
agent capable de photosensibiliser des bacteries de type gram-positif, des virus et des 
levures. 

6. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 

15 caracterisee par le fait que ledit sel de derive cationique de porphine est immobilise sur un 
suppon solide. 

7. Utilisation d*un sel de derive cationique de porphine tel que defini selon 
Tune quelconque des revendications 1 & 4, pour la preparation d'une composition 
th6rapeutique destin6e h traiter des infections comprenant ou susceptible de comprendre 

20 <tes bacteries de type gram-negatif. 

8. Proc6d6 de reduction de la contamination d'un substrat caracterisd par le fait 
qu'il comprend les Stapes consistant & : 

(i) mettrc ledit substrat en presence d'une quantit6 efficace d'au moins un sel 
de derivd cationique de porphine tel que defini dans Tune quelconque des revendications 

25 1 i 4, et 

(ii) soumettre ledit substrat & de la lumiere de longueur d'onde comprise 
entre 340 nm et 650 nm. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise par le fait que la quantite de sels 
de derives cationiques de porphine est superieure a 1 ng/ml de substrat liquide ou gazeux k 

30 decontaminer. 

10. Procede selon la revendication 8, caracterise par le fait que la quantite de 
sels de derives cationiques de porphine est superieure a 10 jig/cm 2 de surface de substrat 
solide a decontaminer. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 8 k 10, caracterise par le 
35 fait que dans retape (i), le temps durant lequel ledit substrat est mis en presence d'au 

moins un sel de derive cationique de porphine est compris entre 2 minutes et 60 minutes. 
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12. Proc&te scion la revendication 11, caract£ris6 par le fait que ledit temps 
durant lequel ledit substrat est mis en presence d f au moins un sel de d€hv€ cationique de 
porphine est supdrieur ou egal k environ 5 minutes. 

13. ProcSdd scion Pune quelconque des revendications 8 k 12, caract6ris6 par le 
fait que dans P6tape (ii), le temps deposition dudit substrat k de la lumiferc est supdrieur 
ou 6gal k environ 15 minutes. 

14. ProcedS selon la rcvendication 13, caract6ris6 par le fait que ledit temps 
deposition est supdrieur ou 6gal k environ 30 minutes. 

15. Procdde selon Tune quelconque des revendications 8 k 14, caractfrisd par le 
fait que la lumifere utilisee k TtJtape (ii) est de la lumiere blanche. 
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FIGURE 1 

EFFET SUR DIFFERENTES SOUCHES BACTERIENNES DE L'lRRADIATlON 
PAR DE LA LUMIERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D'INCUBATION A 
L'OBSCURITE EN PRESENCE DE TjMPyPhP (10 ng/ml) 
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FIGURE 2 

EFFET SUR DIFFERENTES S OUCHES BACTERIENNES DE L'IRRADIATION 
PAR DE LA LUMIERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D 'INCUBATION A 
L'OBSCURITE EN PRESENCE DE T 4 MAP (10 jig/ml) 
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FIGURE3 

EFFET SUR DEFFERENTES SOUCHES BACTERIENNES DE L'IRRADIATION 
PAR DE LA LUMIERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D'INCUBATION A 
L'OBSCURrTE EN PRESENCE DE TPPS 4 (10 ng/ml) 
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FIGURE 4 

EFFET SUR DIFFERENTES SOUCHES BACTERIENNES DE L 'IRRADIATION 
PAR DE LA LUMIERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D'INCUBATION A 
L'OBSCURITE EN PRESENCE DE Hp (10 jig/ml) 
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